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Abstract 



In a method for preparing new biopolymers with improved properties using polymerases, at least one cycle of the 
following steps is carried out in a series of parallel arrangements to be compared: Nucleic acid sequences or a 
mixture of similar nucleic acid sequences in the mutant distribution of a quasi species undergo limited mutagenesis 
in the region of the error threshold. The mixtures are replicated under simultaneous conditions and/or consecutively. 
The resultant nucleic acids mixtures are compartmented by division. They are then selected by means of a selection 
system which reflects the properties of interest of the nucleic acid sequence itself or indirectly through its translation 
product. 
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@ Verfahren zur Herstellung von neuen Biopolymeren 

(§) Das Verfahren zur Herstellung von neuen Biopolymeren 
mit verbesserten Eigenschaften mittels Polymerasen besteht 
darin. daft mindestens ein Zyklus der nachstehend genann- 
ten Schritte: 

- Nukleinsauresequenzen oder ein Gemisch ahnlicher Nu- 
kleinsauresequenzen in der Mutantenverteilung einer Quasi- 
Spezies werden im Bereich der Fehlerschwelle einer be- 
grenzten Mutagenese unterworfen. 

- diese Gemische werden unter simultanen Bedingungen 
und/oder nacheinander repliziert, 

- die so entstandenen Nukleinsauregemische werden durch 
Aufteilung kompartimentiert 

- und danach durch ein Selektionssystem selektiert, welches 
die interessierenden Eigenschaften der Nukletnsaurese- 
quenz selbst oder indirekt uber deren Translationsprodukt 
reflektiert; 

• in einer Serie von zu vergleichenden Parallelansatzen so 
I durchlaufen wird, dad die folgenden Anforderungen erfulit 

werden: 

I - Zyklisch gefuhrte Reaktionskette mit von au&en steuerba- 
■ rer bioiogischer Funktionskontrolle und Selektion; 

* • reproduzierbare Handhabung groGer Probenmengen; 
| - moglicher Verzicht auf rekombinante Organismen; 

» - zyklische. kunstlich induzierte Verbreiterung des Mutanten- 
( spektrums mit regioselektiver Mutagenese; 
i - On-Line-Kontrolle der Optimierung; 

- Moglichkeit zur Generierung statistischer Verteilungen 
groSer Quesi-Speztes-Populationen; 

- Optimierung der Population entlang von Graten der 
Wertlandschaft; 



hierarchische Parallelfuhrung vieler Probenansatze. 
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Beschreibung der Evolution durch Wildtyp-Mutagenese nicht erklar- 

bar ist Anders ausgedrilckt, ein blindes Ausprobieren 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Ver- natOrlich entstehender Wildtypmutanten kdnnte ange- 

fahren zur Herstellung von neuen Biopolymeren mit sichts unvorstellbar groBer Zahlen mdglicher Alternati- 

verbesserten Eigenschaften mittels Polymerasen. Bio- 5 ven niemals zu einer effizienten Evolution fuhren. Der 

polymere wie Peptide und RNA werden stets syntheti- abgelaufene Zeitraum von ca. 4 Milliarden Jahren ware 

siert unter Mitwirkung von Polymerasen. Urn neue Bio- zu kurz, die zur Verfugung stehende Materie um viele 

polymere mit verbesserten Eigenschaften zu erhalten. GroBenordnungen zu klein, um auch nur zu primitiven 

hat man in der Vergangenheit vor allem nach neuen Lebensformen zu gelangen. Der Durchbruch im Ver- 

biologischen Quellen gesucht und diese selektiert, um 10 standnis evoiutiver Vorgange gelang durch die richtige 

schlieBlich solche mit guten oder besseren Eigenschaf- Interpretation genetischer Experimente sowie durch die 

ten im groQen Umfang zu replizieren und dadurch die EinfUhrung neuer Konzepte, wie Quasi-Spezies, Se- 

gewOnschten Biopolymere zu produzieren. Letztlich be- quenzraum, Wertlandschaft, Hyperzyklus, Komparti- 

ruhen hierauf alle klassischen biologischen und mikro- mentierung. 

biologischen Zuchtungsmethoden. I5 Fur die vorliegende Erfindung sind Erkiarungen zu 

Durch die Technik der Rekombination von Genen einigen Begriffen unbedingt notwendig, da sie fur die 

und der Produktion von Biopolymeren in Mikroorganis- beanspruchte erfinderische Umsetzung in wirtschaftlich 

men und Zellkulturen konnien bereits erhebliche Fort- nutzbare Synthesestrategien unumganglich sind. 

schntte erzielt werden. Versuche durch gezielte oder "Quasi-Spezies" bezeichnet ein neues Verstandnis der 

ungezielte Veranderung einzelner oder mehrerer Teile 20 alten "Wildtyp"-Definition. Die Gesamtheit einer durch 

der Biopolymeren bzw. der kodierenden Nukleinsaure- Reduplikation auseinander hervorgegangenen Kollek- 

sequenzen haben trotz des erheblichen Aufwandes nur tion von Genomen stellt keine Sammlung identischer 

in wenigen Fallen zum Erfolg gefuhrt L Gold be- (Wildtyp)-Sequenzen dar. Vielmehr handelt es sich um 

schreibt die Optimierung einer RNA uber eine oder eine Verteilung von Mutanten in der Umgebung des 

zwei gleichwertige Punktmutationen innerhalb eines 25 Wildtyps. Die Verteilung als solche ist das Objekt der 

engen Sequenzausschnittes nach einem Verfahren, das Selektion. nicht die spezifische "Wildtyp"Sequenz. Die 

SELEX genannt wurde. Die Natur zeigt jedoch, daB Verteilung entsteht vor allem durch Kopierfehler redu- 

haufig entferntere Sequenzabschnitte oder langere zu- plikativer Enzyme (Polymerasen). Lediglich die haufigst 

sammenhangende Sequenzabschnitte zum Gegenstand vertretene mittlere Sequenz ist identisch mit dem zuvor 

gezielter Optimierung werden. Beispiele hierfur sind die 30 angenommenen "Wildtyp", wahrend die groBe Mehrheit 

Optimierung von Antikorpern nach Mechanismen, die aller ubrigen Sequenzen mehr oder weniger starke Ab- 

als somatische Mutationen beschrieben sind Somati- weichungen zur ehemals definierten Wildtyp-Sequenz 

sche Mutationen sind mechanistisch noch nicht vollends aufweisen. Die Haufigkeit einer spezifischen Sequenz 

verstanden, zeigen jedoch eine bedeutende Steigerung und die Haufigkeit eng verwandter Sequenzen stellt ein 

der Selektivitat eines Antikorpers und erweitern somit 35 MaB fiir die biologische Wertigkeit dar. Die Verteilung 

das genetische Potential kodierter Antikorper uber ihre bestimmt die sogenannte Wertlandschaft Der evolutive 

Fahigkeit zur variierenden Rekombination hinaus. Vorteil liegt unmittelbar auf der Hand: Bei verandertem 

Die Optimierung biologischer Pharmaprodukte ist Anforderungsprofil kann ein so strukturiertes biologi- 

ein wichtiges Ziel der pharmazeutischen Industrie. Er- sches System rasch reagieren. Wenn auch zunachst zah- 

wahntseien die Optimierung von enzymatischen Aktivi- 40 lenmaBig nicht stark vertreten, so gibt es doch Varian- 

taten, von Rezeptoreigenschaften, von Ligandenwech- ten, die relativ weit entf ernt vom Wildtyp, jedoch naher 

selwirkungen, von antibiotischen oder antiviralen Ei- am hypothetisch neuen Maximum einer Wertigkeit lie- 

genschaften, von effektiver Vaccinierung etc. Technisch gen. Die Evolution erhalt dadurch eine interne Steue- 

werden bislang viele Wege verfolgt wie Screeningme- rung, und es wird Zeit gewonnen. Dem positiven Effekt 

thoden auf bereits naturlich vorhandene Strukturen 45 entgegen steht die Gefahr des Informationsverlustes 

oder deren chemische Modifizierung, wie zielorientier- durch zu groBe Replikationsfehlerhaufigkeit. Eigen 

tes Design durch Computermodelling- oder rekombi- konnte zeigen, daB natilrliche Systeme dicht unterhalb 

nant gentechnische Verfahren. des zulassigen Fehlermaximums replizieren. Ein irrever- 

Die Natur offenbart uns die Ergebnisse eines naturli- sibles ZerflieBen genetischer Information wird verhin- 

chen Optimierungsprozesses. d. h, die Ergebnisse der 50 dert, doch ist die Flexibility fur Veranderungen maxi- 

Evolution. Ihre Mechanismen zu verstehen, war das An- mal. Die Quasi-Spezies bleibt stabil, solange sich keine 

liegen vieler namhafter Naturwissenschaftler und Philo- besser angepaBte Verteilung aufbaut. Eine weitere Fol- 

sophen. Es soil hier in wenigen Satzen versucht werden, gerung dieses neuen Verstandnisses von Wertlandschaf- 

die Auffassungen Darwins (*The origin of Species", G. ten ist es, daB blinde "trial and error" Mutagenesepro- 

G. Simpson, Collier-Mac Millan, London, 1962), Monods 55 zesse nicht erforderlich sind, sondern daB sich evolutive 

("Zufall und Notwendigkeit", J. Monod, Piper, Munchen, Anpassungen zielgerichtet entlang von "Graten" der 

1971) und Eigens (M. Eigen, J. Mccaskill & P. Schuster, Wertlandschaft bewegen. Hyperzyklus und Komparti- 

1987, 1988, J. Phys. Chem.) kurz zu analysieren. Darwin mentierung sind weitere Begriffe, die erfinderisch in den 

kam bei seinem Studium der Arten zu dem Ergebnis, TechnikmaBstab umgesetzt werden und in ihrer Natur 

daB Evolution auf dem Wechselspiel von Mutation und 60 kurz erklart werden sollen. Der Hyperzyklus stellt die 

naturlicher Selektion beruht Monod arbeitete diese zyklische Interaktion von replikationsfahigen Informa- 

Gedanken in das neue Weltbild der molekularen Gene- tionstragern und den durch sie kodierten Replikation- 

tikeinunddiskutiertedieBedeutungzufalligerMutatio- katalysierenden Enzymen dar. Die Kompartimentie- 

nen der genetischen Information eines existierenden rung in Vesikel oder Zellstrukturen sorgt dafUr, daB 

Wildtyps und ihre zwangsiaufige Selektion im Falle ei- w Varianten von Hyperzyklen fur sich evoluieren kdnnen 

ner besser angepaBten Wertigkeit und daB verhindert wird, daB sich Mutationen statistisch 

Eigen konnte anhand einfacher Oberlegungen de- und gleichmaBig auswirken, und somit nicht direkt und 

monstrieren, daB der naturliche OptimierungsprozeB spezifisch auf die kodierende Sequenz ruckwirken. 
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Die Erfindung hat sich die Aufgabe gestellt, unter 
Ausnutzung obiger Erkenntnisse ein Verfahren zur 
Herstellung von neuen Biopolymeren mit systematisch 
verbesserten Eigenschaften mittels Polymerasen zu ent- 
wickeln. Diese Aufgabe kann geldst werden dadurch. 
daB mindestens ein Zyklus der nachstehend genannten 
Schritte: 



- Nukleinsauresequenzen oder ein Gemisch ahnli- 
cher Nukleinsauresequenzen in der Mutantenver- 
teilung einer Quasi-Spezies werden im Bereich der 
Fehlerschwelle einer begrenzten Mutagenese un« 
terworfen, 

- diese Gemische werden unter simultanen Bedin- 
gungen und/oder nacheinander repliziert. 

- die so entstandenen Nukleinsauregemische wer- 
den durch Aufteilung kompartimemiert, 

- und danach durch ein Selektionssystem selek- 
tiert, welches die interessierenden Eigenschaften 
der Nukleinsauresequenz selbst oder indirekt uber 
deren Translationsprodukt reflektiert; 

in einer Serie von zu vergleichenden Parallelansatzen so 
durchlaufen wird, daB die folgenden Anforderungen er- 
fullt werden: 

- Zyklisch gefuhrte Reaktionskette mit von auBen 
steuerbarer biologischer Funktionskontrolle und 
Selektion; 

- reproduzierbare Handhabung groBer Proben- 
mengen; 

- moglicher Verzicht auf rekombinante Organis- 
men; 

- zyklische, kiinstlich induzierte Verbreiterung des 
Mutantensprektrums mit regioselektiver Mutage- 
nese; 

- On-Line-Kontrolle der Optimierung; 

- Moglichkeit zur Generierung statistischer Ver- 
teilungen groBer Quasi-Spezies-Populationen; 

- Optimierung der Population entlang von Graten 
der Wertlandschaft; 

- hierarchische Parallelfuhrung vieler Probenan- 
satze. 

Die Mutagenese erfolgt im einfachsten Fall bereits 
durch die Replikation im Bereich der Fehlerschwelle des 
Replikationsenzyms/Enzymsystems. Daruber hinaus 
kann sie auch erfolgen durch Reaktionsbedingungen 
und Reaktionsparameter, die Mutationen begunstigen, 
urn in den Bereich der zulassigen Fehlerschwelle fur ein 
Gensegment zu gelangen oder kurz daruber hinaus, 
Hierzu zahlen beispielsweise die definiert ungleichge- 
wichtige Gabe von Purin- und/oder Pyrimidinnukleotid- 
basen sowie die Zugabe von Basenanalogen. Weiterhin 
konnen auch mutagene Substanzen und/oder energie- 
reiche Strahlung angewendet werden. SchlieBlich kon- 
nen auch sonstige Parameter wie Temperatur, pH-Wert, 
Redoxpotential etc. Mutationen begunstigen. 

Unter begrenzter Mutation im Sinne der vorliegen- 
den Erfindung ist eine Mutagenese zu verstehen, die 
noch nicht zur volligen Zerstorung des Systems fuhrL 
Sie beabsichtigt weiterhin, nicht samtliche Teile der Nu- 
kleinsauresequenz zu ver&ndern. Dies bedeutet jedoch 
nicht, daB far Teile des Gemisches und kurzzeitig doch 
die biologisch zulassige Grenze uberschritten wird. Es 
ist also durchaus zulassig, daB neben uberlebensfahigen 
und gegebenenfalls optimierten Mutanten auch gescha- 
digte Mutanten entstehen, die letztlich nicht flberleben. 



Auf alle Falle soil nicht nur eine einzelne Mutante ilber- 
leben, sondern es mussen Gruppen von Mutanten tiber- 
leben. Die Bedingungen der Mutagenese konnen dar- 
uber hinaus durchaus so gewahlt oder abgestuft werden, 
5 daB unterschiedliche NukleinsSuresequenzabschnitte 
unterschiedlichem Mutagenesedruck ausgesetzt sind. 
Aber auch bei dieser Ausfuhrungsform ist darauf zu 
achten.daB Gruppen von Mutanten uberleben. 
Vorzugsweise erfolgt die Mutagenese so, daB durch 
io die Einstellung der als Variablen benutzten Genauigkeit 
der Replikation oder deren abgestufte Genauigkeit in 
konsekutiven Schritten urn den Bereich der Fehler- 
schwelle herum (Tempern*), gefolgt von der {> 10) ge- 
naueren Verstarkungsreplikation die Verteilung der 
15 Nukleinsauren auf das gesuchte Optimum hin gerichtet 
durch die Wertlandschaft im Bereich ihrer Fehler- 
schwelle gefiihrt wird. 

Die Aufteilung in Kompartimente muB erfindungsge- 
maB so erfolgen, daB einerseits praktisch alle neuen und 
20 alle alten Varianten in mindestens einem Kompartiment 
vorhanden sind, andererseits der Inhalt der Komparti- 
mente durch phanotypische Selektion differenziert wer- 
den kann. Diese Bedingungen konnen von Fall zu Fall 
durch relativ einfache Vorversuche ermittelt werden. 
25 Als Kompartimente sind beispielsweise geeignet die 
Kompartimente in den Replikationsmaschinen nach Ei- 
gen; vgl. Patentanmeldungen EP 88 13 773.2 ("Verschie- 
beeinheit"), EP 88 14 398.8 ("Gradientenbrett"), DE 
40 22 792.8 ("Folie"), DE 40 22 793.6 ("VerschweiBein- 
30 richtung"), DE 40 22 794.4 (Torm d. Folie") und DE 
40 29 004.2("Schlitten"). 

Fur die praktische Durchfuhrung des Verfahrens ist 
es weiterhin wichtig, daB die zu einer phanotypisch se- 
lektierten Biopolymerengruppe zugehorigen Nuklein- 
35 sauresequenzen simultan oder nachtraglich allein oder 
im Gemisch zugeordnet werden konnen. Dies ist vor 
allem deshalb notig, urn die erfindungsgemaB ermittel- 
ten optimierten Nukleinsauresequenzen wiederzufin- 
den und gezielt fur weitere Zyklen einsetzen zu konnen. 
40 Im Gegensatz zu den klassischen Methoden der Gen- 
technologie werden erfindungsgemaB weder die genau- 
en Nukleinsauresequenzen der Ausgangspopulation 
noch die genauen Nukleinsauresequenzen der optimier- 
ten Population bestimmt. Es wird vielmehr ausgehend 
45 von den Variationsbreiten ausgewahlter Gruppen durch 
Mutagenese und Selektionierung weiterentwickelt. 
Hierdurch werden die Gratwanderungen der Natur bei 
der Evolution ausgenutzt und dadurch das Gesamtver- 
fahren beschleunigt und vereinfacht. 
50 Die Selektionierung der Nukleinsauregemische er- 
folgt vorzugsweise an Produkten, welche direkte Kopp- 
lungen von Genotypen und Phanotypen darstellen. Ein 
Beispiel hierfur sind Polysome, die in einer direkten 
Kopplung sowohl die Translationsprodukte als auch de- 
55 ren kodierende RNA enthalten. Gruppen derartiger 
Polysome kdnnen beispielsweise biologisch relevant tib- 
licherweise selektiert werden zum Beispiel durch ihre 
Eigenschaft der Bindung an bestimmte Rezeptoren, wie 
Antikorper, Metallchelatkompiexe etc. An diesen Poly- 
60 somen wiederum ist die relevante Nukleinsauresequenz 
noch angekoppelt. Sie kann daher in besonders einfa- 
cher Weise nachtraglich wieder zugeordnet werden. 
Selbstverstandlich sind aber auch andere ubliche Me- 
thoden der Selektionierung mdglich. Beispielsweise 
65 kann eine derartige Durchmusterung eines groBen se- 
lektierten Mutantenspektrums auch auf den Apparatu- 
ren nach Eigen erfolgen. Sie ermdglicht aus einem initia- 
len Variantenspektrum von I0 9 in bereits vier Zyklen 
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dieser Apparatur die Selektion eines einzigen Klons. 
Die zahlenmUQigen Bereiche, in denen diese Selektio- 
nierung sinnvoll und effizient durchfOhrbar sind, erge- 
ben sich aus der anliegenden Fig. 1 uber die hierarchi- 
sche Parallelfuhrung und Selektion sowie die zugehori- 5 
gen Zahlenbeispiele fur die Durchmusterung eines gro- 
Oen selektierten Mutantenspektmms. Als besonders ge- 
eignete Verfahren zur Detektion haben sich hierbei 
Fluoreszenznachweisverfahren erwiesen. 

Wenn eine Mutantenverteilung bemerkenswerte Ei- 10 
genschaften aufweist, laBt sich durch hierarchische Par- 
allelfuhrung ein groQes Spektrum von Mutanten durch- 
mustern. FQr das Beispiel einer Multiplizitat von 10 9 
Varianten ist man bereits nach 4 Selektionszyklen bei 
der Stufe einer Reinkultur. , 5 

Um statistisch mit hoher Wahrscheinlichkeit keine 
Varianten zu verlieren, werden nach Verstarkung so 
viele Mutanten in den nachsten Zyklus uberfuhrt, daB 
jede der selektionierten Varianten ca. 10 x vertreten ist 
Bei Zahlenwerten < 10 wurde der stochastische Effekt 20 
maBgebend, so daB leicht Variantenveriuste eintreten 
konnen. Umgekehrt wurde die durchschnittliche Repra- 
sentanz von 100 Kopien jeder Variante keinen Selek- 
tionseffekt bzw. Reduktion der Variantenanzahl bewir- 
ken. 25 

Das erfindungsgemaBe Verfahren unterscheidet sich 
deutlich von bisher bekannten Verfahren. Die Idee, aus 
einem Kollektiv randomisiert angebotener Mutanten 
gut angepaBte Substrukturen zu selektionieren, ist be- 
reits von Rechenberg 1973 vorgeschlagen worden 30 
("Evolutionsstrategie", Problemata from man nholzboog, 
Stuttgart- Bad Cannstatt). G Tuerk und L Gold (1990), 
Science 249, 505-510, konnten experimentell auch zei- 
gen, dafl diese Vorgehensweise zum Erfolg fuhrt, wenn 
die Anzahl moglicher Mutanten klein ist, d. h. die Anzahl 35 
der zu variierenden Positionen gering ist und somit alle 
moglichen Varianten a priori in einem Gemisch repra- 
sentiert sind. Das bedeutet jedoch in einem Kolletiv von 
angenommen 10 12 Molekulen, ca. 18 Positionen auf 
DNA/RNA-Ebene, wenn jede mogliche Sequenz mit AQ 
durchschnittlich 10 Molekulen besetzt sein soli. Mit die- 
ser Strategic lassen sich nur auBerst kurze Bereiche 
optimieren. Ziei einer Selektion sollen jedoch erfin- 
dungsgemaB Proteine sein, an denen groBe Teile der 
Sequenzen optimiert werden konnen und die dennoch 45 
als Gruppe von Mutantenverteilungen vorliegen. Mit 
einer a priori Verteilung muBte eine unvorstellbar gro- 
Be Anzahl von Molekulen bearbeitet werden. Dies kann 
aus den verschiedenstens Griinden, insbesondere aus 
den Griinden des unverhaitnismaBig groBen Aufwandes 50 
nicht funktionieren. Es wurden wiederum alle Dimensio- 
nen an Material und bendtigter Zeit gesprengt 

Auch die Verfahren des sogenannten "serial transfer" 
sind zumindestens in der bisher in der Literatur be- 
schriebenen Form nicht praktikabel, wenn der Selek- 55 
tionsschritt und die Bewertung der spezifischen Mutan- 
te eine Verdunnung auf Einzelkopieebene verlangt Da- 
mit lassen sich technisch zu wenig Mutanten testen und 
werten. ErfindungsgemaB wird von dem Prinzip der Na- 
tur Gebrauch gemacht, in welcher die besser angepaB- go 
ten Mutanten weder einem homogenen Sequenzspek- 
trum noch einer definierten Wildtypsequenz entspre- 
chen. Die Natur arbeitet hingegen mit Mutantenvertei- 
lungen und einer Wichtung der Quasi-Spezies. Dieses 
Prinzip ist bisher nie zur gezielten Weiterentwicklung 65 
und Wertigkeitsbestimmung herangezogen worden. Es 
sind deshalb auch nicht die sie umgebene Wertland- 
schaft des Sequenzraumes inklusive solcher Mutanten 



mit groflen Hamming-Abstanden berticksichtigt wor- 
den. Gerade die Population von Mutanten in weiterer 
Entfernung zur haufigst besetzten Sequenz und deren 
engsten Umgebungen vermehrt zu besetzen, wird erfin- 
dungsgemaB ausgenutzt Dabei wird die Besetzung der 
Wertlandschaft der Quasi-Spezies- Verteilung verbrei- 
tert, d. h. geschmolzen. Unter diesem Schmelzen wird 
verstanden, das begrenzte Oberschreiten zulassiger 
Fehlergrenzen. Die zulassige Fehlergrenze (Einbaura- 
ten von nicht "Watson-Crick- Paaren" ist definiert durch 
die LSnge der Sequenz und den Selektionswert einer 
Quasi-Spezies- Verteilung, d. h. der Hdhenverteilung der 
Werteprofile. Da die Fehleinbauraten der verwendeten 
Polymerasen bezogen auf die in vitro replizierten Se- 
quenzen gewdhnlich klein sind, wird der Mutations- 
druck erfindungsgemaB kiinstlich erhoht 

Abgestimmt auf den Mutationsdruck muB dann die 
Stringenz des Selektionssystems gewahlt werden. Die 
Stringenz muB so groB sein, daB das Profil der Beset- 
zung der Wertlandschaft folgt und bestehen bleibt im 
Gegensatz zur statistischen Gleichverteilung beim SE- 
LEX-Verfahren. Die Bedingungen sind somit auch so zu 
wahlen, daB Mutanten mit groBen relativen Hamming- 
Abstanden die Selektion uberstehen konnen. 

Das erfindungsgemaBe Konzept der Quasi-Spezies 
berucksichtigt auch die Besetzungsdichte sogenannter 
neutraler Mutanten. Im engsten Sinne neutral sind nur 
die Mutanten, die auch in der Nachbarschaft von gleich- 
wertigen Mutanten umgeben sind, d. h. einem Plateau in 
der Wertlandschaft Dies kann jedoch nur annahernd 
gelten. Der Wert einer spezifischen Sequenz wird mit- 
bestimmt von der Bewertung und somit Besetzung der 
benachbarten Varianten, aus denen eben diese Mutante 
bei Replikation und geringer Mutagenese hervorgehen- 
kann. ErfindungsgemaB sollten deshalb die Bedingun- 
gen so gewahlt werden, daB eine hinreichende Beset- 
zungsdichte der Wertlandschaft erhalten bleibt. Es wird 
daher erfindungsgemaB unterschieden zwischen dem 
Mutageneseschritt zur Schaffung von Varianten groBer 
Hamming-Abstande und dem Replikationsschritt zur 
Besetzung der jeweiligen engeren Hamming-Abstande 
in der Umgebung der weit entfernten Varianten. Dieses 
Prinzip wird augenscheinlich in der anliegenden Dar- 
stellung der Mutagenese und Amplikationsstrategie 
zum Schmelzen von Quasi-Spezies- Verteilungen; Fig. 2. 

Diese stilisierte Darstellung beschreibt das Schicksal 
einer Mutantensequenz aus einer Mutantenverteilung, 
die den vorhergehnden Selektions- und Verteilungs- 
schritt uberstanden hat Im Mutagenese-Schritt wird 
diese Sequenz in einem "Mutagenese-Puls" geschmol- 
zen, d. h. daB Mutanten entstehen, die einen hdheren 
mittleren Hamming-Abstand von den Ausgangsmutan- 
ten haben, ais es der natiirlichen Fehleinbaurate der 
beteiligten Polymerasen entsprechen wiirde. Um eine 
funktionale Selektion betreiben zu konnen, folgt dem 
Mutageneseschritt erfindungsgemaB ein Verstarkungs- 
schritt (Amplication). Hierbei wird der Mutations- 
druck experimentell deutlich niedriger gewahlt, im Ex- 
tremfall entsprechend der natiirlichen Fehleinbaurate 
der verwendeten Polymerasen. Damit ergibt sich um die 
mittlere Sequenz der weit voneinander divergierenden 
Varianten jeweils ein Mutantenspektrum mit kleineren 
Hamming-Abstanden. 

Verfahren, die sich fur die besprochene Vorgehens- 
weise eignen, sind automatisierte Genamplifikations- 
verfahren. die zyklisch oder alternierend zyklisch gefah- 
ren werden und das Prozessieren umfangreicher Kol- 
lektive erlauben. Dafur wurden PCR-taugliche Systeme 
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entwickeh und/oder serial Transfer-Systeme, wobei urn- 
fangreiche Quasi-Spezies-Verteilungen transferiert und 
selcktiert werden kdnnen. Bei der erfindungsgemaBen 
Umsetzung der Technik kommt es, wie oben beschrie- 
ben, auf die technische Beherrschung groBer Proben- 5 
kollektive an und deren Wichtung mittels geeigneter 
Selektionssysteme. Andere Amplifikationsverfahren 
(z. B. J. Compton 1991, Nature 350, 91-92) sind unter 
bestimmten Bedingungen ebenfalis fur den Verstar- 
kungs- und Mutageneseschritt geeignet 10 

Mit der beschriebenen Folientechnik zur Genamplifi- 
kationsstrategie lassen sich technisch zwischen 10 3 und 
10 6 Reaktionsansatze parallel bewerten. Das bedeutet 
letztlich die Analyse und Selektion aus bis zu 10 13 bis 
10 16 Mutanten pro Reaktionszyklus. j 5 

Das erfindungsgemaBe Wechselspiel von Selektions- 
druck und Mutationsdruck sorgt fur die Balance zwi- 
schen Zerflieflen des Informationsgehalies in ein Konti- 
nuum zahlenmaBig nicht mehr zu bewaltigender Beset- 
zungsmoglichkeiten einerseits und Erstarren des Sy- 20 
stems andererseits. Es ist fein abgestimmt. um ein opti- 
males Driften der Quasi-Spezies hin zum gesuchten Op- 
timum zu gestatten. Das Verfahren der Natur konnte 
zwar analysiert werden und gibt zahlenmaBig wertvolle 
Hinweise fur die groBenordnungsmaBige Wahl der ex- 25 
perimentellen Parameter, das Feintuning wird jedoch 
erfindungsgemaB jeweils angepaBt, da es spezifisch mit 
dem jeweiligen Anforderungsprofil korreliert ist und 
sich im Verlaufe des Optimierungsprofils verandern 
kann. Mit anderen Worten, beide Parameter sind immer 30 
wieder einander anzugleichen. Sie spiegeln die jeweilige 
Struktur der Wertlandschaft wieder, d. h. die Zerkluf- 
tung oder die Breite der Grate und Bergrucken. KJeine 
Fehlabweichungen eines Parameters konnen durch 
Nachftihren des zweiten Parameters nachgesteuert 35 
werden, so daB die Gefahr beherrscht werden kann, daB 
z. B. in einem fortgeschrittenen Optimierungsstadium 
durch zu hohen Mutationsdruck die Information irre- 
versibel zerflieflL Konkret bedeutet dies, dafl bei zu 
niedrig gewahltem Mutationsdruck der Selektionsdruck 40 
erhoht werden kann und bei zu hoch gewahltem Muta- 
tionsdruck der Selektionsdruck verringert werden kann. 

Von groBer Bedeutung fur die Adjustierung der dis- 
kutierten Parameter ist die Wahl des Selektionsverfah- 
rens, mit dem es mdglich sein muB, kontrolliert Quasi- 45 
Spezies-Verteilung zu selektionieren. Die Parameter 
sollen die Wertigkeit einer Population korrekt messen 
konnen, d. h. sie sollen mit dem angestrebten Optimum 
eng korreliert sein. Ihr Signal/Rausch-Verhaltnis muB 
hinreichend groB sein, um bei der Prallelfuhrung von 50 
Experimenten im automatisierten Vielkanalsystem kla- 
re Entscheidungen zuzulassen. FluoreszenzmeBverfah- 
ren eignen sich optimal fur diesen Zweck. 

Vorzugsweise sollen Selektionsdrucke ausgeschlos- 
sen werden, die nicht im direkten Zusammenhang mit 55 
dem Zieloptimum stehen. So wird die Replikationsge- 
schwindigkeit als Kriterium ausgeschlossen, indem am- 
plifizierende Enzyme, Primer im OberschuB angeboten 
werden. Bei Einsatz der in vitro Proteinbiosynthese las- 
sen sich Effekte ausschlieBen, die auf Gebrauch seltener 60 
Codons zuruckzufuhren sind. 

ErfindungsgemaB wird der Zyklus mindestens einmal. 
vorzugsweise jedoch mehrfach durchgefQhrt In Fig. 3 
ist eine typische zyklische Produktoptimierung gezeigt. 
Sie kann beispielsweise die Schritte a) bis k) beinhalten. 65 
Dabei wird eine zu optimierende, informationstragende 
RNA entweder mittels Replikase oder in einer PCR-Re- 
aktion oder einem homogenen RNA/DNA-Replifika- 
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tionsvefahren mutagenisiert und repliziert. Dabei wird 
fur eine Obersetzung in das zugehdrige Proteinprodukt 
eine Promotor-Sequenz eingefOhrt, die sich z. B. Ober 
Primer oder Ligationsverfahren synthetisch einfiihren 
laBt und somit dem Mutationsschritt nicht unterworfen 
wird. Zur Kopplung von Genotyp und Phanotyp lassen 
sich Bindungseigejischaften mit gezieker Extraktion 
verbinden, wodurch der Selektionsschritt eines Zyklus 
in seiner Effizienz gesteigert werden kann. Erfindungs- 
gemaB notwendig und ausreichend ist jedoch bereits die 
Kompartimentierungsstrategie zur hierarchischen Par- 
allelfiihrung von Mutantenverteilungen. 

Fig. 4 zeigt eine typische hierarchische Parallelfiih- 
rung nach Selektion. Das Diagramm verdeutlicht einen 
Ausschnitt aus der Kette zyklischer Reaktionsabfolgen, 
mit der die erfindungsgemaBe hierarchische Parallelfiih- 
rung und der Bezug zu Mutations-, Amplifikations- und 
Selektionsschritt verdeutlicht wird. Die angegebene 
Zahlen entsprechen dem erfindungsgemaBen Verfah- 
ren. Sie konnen real jedoch erheblich abweichen. Ihre 
GroBenordnungen werden jeweils so gewahlt, daB 

- optimierte Varianten eine statistisch hohe Chan- 
ce haben, positiv selektioniert zu werden bzw. den 
jeweils nachsten Zyklus zu erreichen, 

- optimierte Varianten sich im Untergrundrau- 
schen minderwertiger Varianten im Selektions- 
schritt zu erkennen geben. 

- die Ampiifikationshohe ein hinreichend groBes 
MeBsignal des Selektionsparameters erlaubt, 

- moglichst viele unterschiedliche Varianten pro 
Zyklus durchgemustert werden. 

Ein Aliquot einer selektierten Variantenverteilung m 
des Zyklus o (mo) mit ca. 1000 Varianten wird so auf 
viele (z. B. 1000) ReaktionsgefaBe (RG) verteilt, daB je- 
des RG ca. 10 Varianten enthalt, also jede Variante ins- 
gesamt ca. 10 x reprasentiert ist. Somit ist die Wahr- 
scheinlichkeit des Verlustes einer Variante statistisch 
klein. Die Verteilungen des ersten Zyklus (1 j, 2|, - lOOOj) 
werden parallel der Mutagenese unterworfen, wobei ca. 
10 3 Varianten pro RG entstehen. Sie werden so ver- 
starkt, daB insgesamt ca. 10 10 Sequenzen pro RG entste- 
hen, die die 10 3 unterschiedlichen Varianten nach Muta- 
genese beinhalten. 

ErfindungsgemaB wird der Reaktionsansatz ni im Se- 
lektionsschritt fur den nachsten Zyklus ausgewahlt, je- 
doch nicht uber die Bewertung von ni, sondern uber die 
Bewertung des von m abgeleiteten, verstarkten Mutan- 
tenspektrums nr. Fur das Beispiel von 10 3 Varianten 
pro RG reicht es wieder, wenn ein Aliquot so auf die 
1000 RG des Folgezyklus verteilt wird (1 2 . 2 2 , . . . 1000 2 ), 
daB im Durchschnitt wieder jede einzelne Variante aus 
nT lOfach im Zyklus 2 reprasentiert wird. Auf der Basis 
der angenommenen Zahlenwerte wiirden pro Zyklus 
10 5 Varianten gemusten. Diese Zahl laBt sich deutlich 
steigern, wenn entweder mehr RG eingesetzt werden, 
ein sensitiver oder scharfer selektierendes Selektions- 
verfahren eingesetzt wird oder wenn erwiinschte Man- 
gelmutanten z. B. durch Extraktion von m' abgetrennt 
werden konnen, wie es z. B. bei einer Selektion uber 
Bindungsoptimierung mdglich ist. 

Patenianspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von neuen Biopoly- 
meren mit verbesserten Eigenschaften mittels 
Polymerasen, dadurch gekennzeichnet. daB min- 
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destens ein Zyklus der nachstehend genannten 
Schritte: 

- Nukleinsauresequenzen oder ein Gemisch 
ahnlicher Nukleinsauresequenzen in der Mu- 
tantenverteilung einer Quasi-Spezies werden 5 
im Bereich der Fehlerschwelle einer begrenz- 
ten Mutagenese unterworfen, 

- diese Gemische werden unter simultanen 
Bedingungen und/oder nacheinander repli- 
ziert, , 0 

- die so entstandenen Nukleinsauregemische 
werden durch Aufteilung kompartimentiert, 

- und danach durch ein Selektionssystern se- 
lektiert, welches die interessierenden Eigen- 
schaften der Nukleinsauresequenz selbst oder 15 
indirekt uber deren Translationsprodukt re- 
flektiert; 

in einer Serie von zu vergleichenden Parallelansat- 
zen so durchlaufen wird, daB die folgenden Anfor- 
derungen erfullt werden: 2 o 

- Zyklisch gefuhrte Reaktionskette mit von 
auBen steuerbarer biologischer Funktionskon- 
trolleund Selektion; 

- reproduzierbare Handhabung grofler Pro- 
benmengen; ~ 25 

- moglicher Verzicht auf rekombinante Or- 
ganismen; 

- zyklische, kiinstlich induzierte Verbreite- 
rung des Mutantensprektrums mit regioselek- 
tiver Mutagenese; 30 

- On-Line-Kontrolle der Optimierung; 

- Moglichkeit zur Generierung statistischer 
Verteilungen groBer Quasi-Spezies- Populatio- 
nen; 

- Optimierung der Population entlang von 35 
Graten der Wertlandschaft; 

- hierarchische Parallelfiihrung vieler Pro- 
benansatze. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die begrenzte Mutagenese durch de- 40 
finiert ungleichgewichtige Gabe der Purin- und/ 
oder Pyrimidinnukleotidbasen oder Basenanaloge 
oder durch mutagene Substanzen und/oder durch 
energiereiche Strahlung oder sonstige die Muta- 
tion begiinstigende Reaktionsparameter erzeugt 45 
wird. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB durch die Einstellung 
der als Variablen benutzten Genauigkeit der Repli- 
kation oder deren abgestufte Genauigkeit in konse- 50 
kutiven Schritten urn den Bereich der Fehler- 
schwelle herum (Tempern"), gefolgt von der (> 10) 
genaueren Verstarkungsreplikation die Verteilung 
der Nukleinsauren auf das gesuchte Optimum hin 
gerichtet durch die Wertlandschaft im Bereich ihrer 55 
Fehlerschwelle gefiihrt wird 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB unterschiedliche Nu- 
kleinsauresequenzabschnitte unterschiedlichem 
Mutagenesedruck ausgesetzt werden. 60 

5. Verfahren gemaB einem der Ansprtiche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Aufteilung in 
Kompartimente so erfolgt, daB einerseits praktisch 
alle neuen und alien Varianten in mindestens einem 
Kompartiment vorhanden sind und andererseits 65 
der Inhalt der Kompartimente durch phMnotypi- 
sche Selektion differenziert werden kann. 

6. Verfahren gemslB Anspruch 5, dadurch gekenn- 
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zeichnet, daB die zu einer phanotypisch selektierte 
Biopolymerengruppe zugehorigen Nukleinsaure- 
sequenzen simultan oder nachtrSglich alleine oder 
im Gemisch zugeordnet werden konnen. 

7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 
1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Selektio- 
nierung der Nukleinsauregemische an Produkten 
erfolgt, welche direkte Kopplungen von Genot- 
ypen und Phanotypen darstellen. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Selektionierung an Polysomen er- 
folgt, die in einer Kopplung sowohl die Transla- 
tionsprodukte als auch deren kodierende RNA ent- 
halten. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, dafl die Selektion von Zy- 
klus zu Zyklus durch Variation der Stringenz der 
Selektionsbedingungen und Mutationsbedingun- 
gen gesteuert wird. 

10. Verfahren gemaB einem der Anspruche I bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daB eine groBe Anzahl 
vergleichender Parallelansatze gefahren und aus- 
gewertet wird. 
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